












































 るsoyasapogenoi誘導体を探索した。その結果,aBatoxi聡Bi添加によ  免～
 る細胞障害及びマウスconcanavalinA誘発肝障害を抑制した醗醗738
 (22β 出・xy・lean一至2-ene-3脳(4β)『dl・1)観出した(図至)・、擁◎軸
 ME3738は,脂溶性が高く,主に胆汁中に排泄されることから,
 胆汁酸の動態に影響を及ぼす可能性が考えられる。そこで,代表鵠試鰍
 的な胆汁酸誘発肝障害モデルであるリトコール酸(LCA)誘発肝
 醗難7露
 障害モデルマウスにおける有効性及び防御メカニズムを検討し,
 図lM脇738の構造式
 soyasapogenol誘導体が胆汁酸誘発肝障害抑制作用を有するか検討した.
 また,同様にLCA以外の胆汁酸としてコール酸(CA)
 誘発肝障害モデルにおけるME3738の有効性及び防御メカ瑠鑓⑭
 ニズムについて併せて検討した.
講
 【実験結果】
 LLCA誘発肝障害モデルにおけるME3738の防御作用
 C57BL/6N雌性マウス(9w)に,co礁01δiet,0.15(w/
 w)%ME3738diet,0.75%L,CAdle竜,O.75%LCA+0.()5%
 ME3738及び0.75%LCA+0.15%腋E3738dletを6日間混
 餌投与した後の血漿中ALT活性を測定した.その結果,
 con重rol群及びME3738群では,共に約10iu/しであった。
 一方,LCA投与群で約640亙UILに上昇した。これに対
 し,LCA+0.05%ME3738及びLCA+0.15%ME3738群で
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 図2血漿中ALT活性
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 は,それぞれ約420及び4001U/しとLCA群に比べ,低値を示した(図2).本結果から,ME3738は
 LCA誘発肝障害を防御することが明らかとなった.なお,AST及びALP活性についてもALT活性とほ
 ぼ同様の結果が得られた.次に,肝内胆汁酸濃度を測定した結果,co瞭01群及びME3738群では,共に
 約0.10緋g/gliverであった.一方,LCA投与群で約し24陪/gilverに上昇した。これに対し,LCA+0.05%
 ME3738及びLCA+0.15%ME3738群では,それぞれ約0.87及び0.71μg/gllverとLCA群に比べ,低値を
 示した.また,肝内胆汁酸濃度とALT活性の間に,r2場.76の良好な正の相関性が認められた.
 LCAによる肝障害の防御機構としてLCAの硫酸抱合及び6位水酸化が関与しているとの報告
 があるため,血漿中硫酸抱合体濃度,肝Suit2a及びCyp3aタンパク量を測定したが,LCA群及び
 LCA+ME3738群間で顕著な差は認められなかった.また,co盆trol群及びME3738群間で,肝ミクロソー
 ム画分のLCA6α,6β及び7α一水酸化活性に差は認められなかった。
 次に,胆汁中への胆汁酸排泄量を測定した結果,LCA群に比べ,LCA+0.05%擁E3738及び
 LCA+0.i5%ME3738群で有意に上昇した。そこで,胆汁中への胆汁酸排潅に関与するトランスポーター
 であるbliesal飴翔ort脚聯(8s鐸,Abcbl玉)の搬RNAレベル及びタンパク量を測定した結果,controi群と
 獺E3738群間ではほぼ同程度であったが,co遡trol群に比べ,LCA群でmRNAレベル及びタンパク量共に
 有意に低下した.一方,LCA+M竈3738群は,COR亡roi群とほぼ同程度であり,LCA群に比べ,高値を示した.
 2.CA誘発肝室モデルにおけるME3738の嚇乍用
 LCA誘発肝障害モデルにおいて瓢E3738は防御作用を示し,その機序としてLCA投与による肝Bsep
 タンパクの低下の防御が考えられたことから,肝毒性発現時にBsepmRNAレベル及びタンパク量の変
 動を伴わず,胆汁酸の胆汁排泄を亢進することで毒性が軽減されると考えられる核内受容体飴meso{dX
 rece脚r(FXR)欠損(鳶ダ囎ull)マウスを用いたCA誘発肝障害モデルを用いてME3738の有効性を検
 討した。
 Co磁oidiet,0.15(w/w)%殖E3738diet,O.25%CAdiet及びO.25%CA+0.15%ME3738d撤を6日間混
 餌投与した後の血漿中ALT活性を測定した.その結果,co甜ol群では,約110fUILであったALTは,
 ME3738群で,約40iu/しとなり有意に低下した.一方,CA群では約26翻UILに上昇した。これに対し,
 CA+ME3738群では,約i501U/しとCA群に比べ,低値を示した。この変化は病理組織学的にも明らかで,
 CA群で認められた肝単細胞壊死,肝細胞内微小化空胞及び肝細胞腫大は,CA+ME3738群では軽減した.
 以上の結果から,M脇738はLCA誘発肝障害のみならず,CA誘発肝障害を防御することが明らかとなっ
 た。
 次に,肝内胆汁酸濃度を測定した結果,coηtrol群に比べ,ME3738群で有意な低下が認められ,
 co瞳ol群に比べ,CA群で有意な上昇が認められた。さらにCA群に比べ,CA+ME3738群で低値を示
 した.また,肝内胆汁酸濃度とALT活性の間に,r2=0.81の良好な正の相関性が認められた.CA誘発肝
 障害モデルは,LCA誘発肝障害モデルと異なり肝臓全体が乳白色を呈し,脂肪肝を示したことから,
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 酸化ストレスについても検討を加えた.肝臓の一部をホルマリン固定後,DNAの酸化マーカーである
 8一醇droxy-2'一deoxyguauosipe(80}{dG)モノクローナル抗体にて免疫染色を実施した結果,CA群では,
 核及び細胞質が薄く染まり,80HdGが生成されていることが分かった.しかし,CA+ME3738群では,
 全視野において80HdGで染色された部分は認められなかった.免疫染色の結果と同様に,ELISAで測
 定した肝臓中80HdG濃度においてもCA群に比べCA+ME3738群で低値を示した.さらに,過酸化脂質
 のマーカーである旗lobarblt面cacid-reac亡ives臆bstance(τBARS)及びreactlveoxygenspecles(R()S)マー
 カーである醇droperoxlde濃度についても同様にCA群に比べCA+ME3738群で低値を示した.さらに
 TBARS及び80F照G濃度と肝内胆汁酸濃度の間に良好な正の相関性が認められた.胆汁中への胆汁酸排
 泄量を測定した結果,CA群に比べCA+ME3738群で有意な増加が認められた.しかし,Bs曙のmRNA
 レベル及びタンパク量については,両群闘で差は認められなかった。
 3・ME3738の胆汁中への胆辛酸排泄促進メカニズム
 W11d-typeマウスに0.15%麓E3738δietを6日間混餌投与したときの胆汁酸の動態に関係する肝mRNA
 レベルを測定した結果,胆汁中へのコレステロール排泄に関与するAbcg5/8の盈RNAレベルの有意な上
 昇が認められた.また,Abcg8のタンパク量についても同様に嫉E3738投与時において有意に上昇した.
 なお,その他の胆汁酸の動態に関与するトランスポーターや酵素のmRNAレベルの変動は認められな
 かった。そこで,LCA及びCA誘発肝障害モデルにおける肝Abcg8タンパク量を測定した結果,coHtro!
 群に比べ,LCA群及びCA群でそれぞれ低下及び低下傾向が認められ,ME3738併用群で有意な上昇が
 認められた.さらに,胆汁中へのコレステロールの排泄量を測定した結果,Aわcg8タンパク量と同様に,
 co瞭ol群に比べ,LCA群及びCA群でそれぞれ低下及び低下傾向が認められ,厳E3738併用群で有意な
 上昇が認められた.さらに,両胆汁酸誘発肝障害モデルマウスにおいて,胆汁中へのコレステロール排
 泄量と胆汁中への胆汁酸の排泄量の間に良好な正の相関が認められた(図3).
 (A)LCA誘発肝障害モデル(駐)CA誘発肝障害モデル
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 図3コレステロールと胆汁酸の胆汁排泄の相関
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 LCA及びCA誘発肝障害モデルにおいて,瓢E3738投与により,胆汁中コレステロール排泄量と胆汁
 酸排泄量の問に良好な相関性が認められたことから,肝障害が認められないときにおいても,胆汁中コ
 レステロールの排泄量の促進は,胆汁中への胆汁酸の排泄を促進するか検討するため,w聰一typeマウス
 の胆汁酸組成の中で最も多く存在するタウロコール酸(TCA)を用い,wlld-typeマウスにTCAを負荷
 させたTCA負荷モデルにおける胆汁中へのコレステロール及び胆汁酸排泄の相関性を検討した.その結
 果,胆汁中へのコレステロールと胆汁酸の排泄量の問にr2-0.65の良好な正の相関が認められた.
 〔考察及び結論】
 Soyas卿ogenol誘導体であるME3738は,LCA及びCAといった二次胆汁酸及び一次胆汁酸誘発肝障
 害モデルにおいて,胆汁中への胆汁酸の排泄を促進し,肝内胆汁酸濃度を低下することで,胆汁酸誘発
 肝障害を防御することが示唆された.また,ME3738の胆汁中への胆汁酸の排泄の促進作用は,胆汁酸
 のトランスポーターであるBs印の誘導との関連性は低く,胆汁中へのコレステロール排泄促進と関連す
 る可能性が示された.胆汁中へのコレステロールの排泄の上昇が胆汁中への胆汁酸排泄を促進させる機
 序については,現時点で明確になっていないが,胆汁中へのコレステロール排泄量が増加するとコレス
 テロールを溶かすために必要となるリン脂質の排泄量が増えラメラ体といわれるベシクルを形成し,こ
 のラメラ体が胆汁酸を取り込み,肝内胆汁酸濃度が高いときにラメラ体が胆汁酸と一緒に排泄されると
 考えられた。
 以上の結果から,soyas即ogeno1誘導体は,胆汁中へのコレステロールの排泄促進作用を有し,胆汁中
 への胆汁酸の排泄の促進を導き,肝内胆汁酸濃度を低下させる可能性が示され,胆汁うっ滞や肝硬変の
 ような胆汁酸の蓄積が原因の一つと考えれる疾患に対して有効である可能性が示された.
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 審査結果の要旨
 本論文は,大豆由来のサポゲニンsoyasapogenoiの誘導体である躍E3738(2塑一methoxyolean-12-ene一箪,
 24(4緯)一dlo1)のりトコール酸(LCA)誘発肝障害モデル及び核内受容体鉛meso玉dXreceptor(FXR)欠
 損マウスを用いたコール酸(CA)誘発肝障害モデルにおける防御作用及び防御機序を検討したものである.
 ME3738は,LCA誘発肝障害を防御した。ME3738によるLCA誘発肝障害の防御メカニズムとして,
 報告されているLCAの硫酸抱合活性及び水酸化活性の上昇は,関与しないことがわかった.一方,LCA
 単独群に比べ,ME3738併用群において胆汁中への胆汁酸排泄に関与するトランスポーターであるbiie
 s雄exp頒pump(Bsep,AbcbH)のタンパク量及び胆汁中胆汁酸排泄量は上昇し,肝内胆汁酸濃度は低下
 した.しかし,ME3738を単独でマウスに投与したときには肝Bs甲タンパク量及び胆汁中への胆汁酸排
 泄量の増加は認められなかった.
 次に,CA誘発肝障害モデルを用いてME3738の有効性を検討した結果,ME3738は本モデルにおい
 ても,肝障害を防御した。また,胆汁酸負荷に伴う脂質過酸化,核酸の酸化を抑制した.さらにそのと
 き肝Bsepの変動は認められず,胆汁酸の胆汁排泄が促進し,肝内胆汁酸濃度が低下した.
 酸E3738単独投与時の作用を検討した結果,コレステロールの胆汁排泄に関与するトランスポーター
 であるAbcg5/8のmRNAレベル及び肝Abcg8タンパク量及び胆汁中へのコレステロール排泄量が増加し
 た.さらに,LCA及びCA誘発肝障害モデルにおいても,ME3738投与により,胆汁中へのコレステロー
 ル排泄量と胆汁酸排泄量が増加し,両者の間に良好な相関性が認められた。
 以上の結果から,soyasapogeao1誘導体である躍E3738は胆汁酸誘発肝障害を防御することが明らかと
 なった。その防御メカニズムとして,胆汁中へのコレステロール排泄の促進による胆汁酸の排泄促進が
 考えられた。本研究により,soyasapogeno1誘導体は,胆汁酸誘・発肝障害に有効である可能性が示された。
 また,胆汁中へのコレステロールの排泄の促進は,胆汁うっ滞型肝障害の新たな孟herape藤dargetとなる
 可能性が示された。
 Soy盆sapogenol誘導体が胆汁酸誘発肝障害を防御したこと,またその防御機序として,胆汁酸の代謝及
 び抱合反応の亢進ではなく,胆汁中へのコレステロール排泄の促進による胆汁酸の排泄促進の可能性を
 示したことは,新しい結果及び概念であり,この領域の研究に与える影響は大きいと考えられる.
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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